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摘 要 
伴随着纳米科技的迅猛发展，C60作为最典型的纳米材料，被越来越广泛的生产与应用，
最终，难免会以“三废”的形式进入水体，对水生生物造成影响。本文在 C60溶液制备的基
础上，研究了 C60对六种单胞藻的毒性效应及遮光效应对 C60毒性的影响。同时，以毒性研究
模式生物——日本虎斑猛水蚤（Tigriopus japonicas）为研究对象，以发育时间、死亡率、
头胸部长、性别比（雌性/雄性）、孵化量、产粪粒数为指标，系统研究了 C60对日本虎斑猛
水蚤两个世代生长、发育、繁殖等的影响。以期为深入研究 C60致毒机理及人工纳米材料对
水环境的风险评估提供科学依据。 
本文主要研究结果如下： 
1）C60的溶液配制 
本实验采用甲苯溶剂替换法、分光光度计法进行 C60的溶液配制及浓度测定。C60溶液呈
黄色透明液体，浓度约为 11.17 mg/L，可长期贮存。C60纳米颗粒在水中呈近似球型、六边
形，分散较为均匀。粒径分布在纳米颗粒物的范围之内。甲苯残余量低于《地表水环境质量
标准》中甲苯的限值。 
2）C60对六种单胞藻的毒性效应 
C60 对单胞藻存在抑制效应：随着浓度的增高，抑制作用增强。由剂量-效应曲线可知：
中肋骨条藻 24h、48h、72h、96h EC50分别为 8.19、13.57、8.62、8.13 mg/L；尖刺拟菱形
藻 24h、48h、72h、96h EC50分别为 2.13、1.98、1.56、1.47 mg/L；海洋原甲藻 24h、48h、
72h、96h EC50分别为 2.18、2.02、1.95、1.70 mg/L；血红哈卡藻 24h、48h、72h、96h EC50
分别为 1.38、1.67、1.93、1.93 mg/L；球等鞭金藻 24h、48h、72h、96h EC50分别为 8.78、
4.74、3.48、3.27 mg/L；小球藻 24h、48h、72h、96h EC50分别为 6.76、10.48、10.26、
9.50 mg/L。 
根据 EC50，可将以上六种单胞藻大体分为两大类：敏感性种和低敏感度种。前者包括尖
刺拟菱形藻、海洋原甲藻、血红哈卡藻；后者包括中肋骨条藻、球等鞭金藻、小球藻。敏感
性种（海洋原甲藻和血红哈卡藻）生长速率小于低敏感度种（球等鞭金藻、小球藻），尖刺
拟菱形藻藻体细胞间特殊的连接方式使得其对 C60的敏感度高于中肋骨条藻。 
3）遮光对两种单胞藻的影响 
C60溶液通过影响可见光的透过，产生遮光效应。随着浓度的增大，遮光两种单胞藻的抑
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制率均增大；随着时间的延长，血红哈卡藻整体呈现上升趋势，变化幅度较小；球等鞭金藻
则显著减小；遮光效应对血红哈卡藻的影响大于球等鞭金藻。 
血红哈卡藻在 96h、4.4 mg/L条件下抑制率最大，为 19.34％；球等鞭金藻在 24h、4.4 
mg/L条件下抑制率最大，为 11.36％。 
随着浓度的增高，两种单胞藻遮光效应对 C60毒性的贡献率均增大；随着时间的延长，
血红哈卡藻贡献率呈上升趋势，变化幅度较小；球等鞭金藻则显著减小。 
血红哈卡藻在 96h、4.4 mg/L条件下贡献率最大，为 20.14％；球等鞭金藻在 24h、4.4 
mg/L条件下贡献率最大，为 44.70％。 
遮光效应与藻体趋光性、细胞大小、生长速率及细胞叶绿素含量有关。藻体细胞趋光性
越强，生长速率越小，细胞叶绿素含量越低，遮光效应越明显。 
4）C60对日本虎斑猛水蚤的毒性效应 
在 96h 急性实验中，C60 纳米颗粒附着在无节幼虫表面，对个体运动和蜕皮造成一定影
响，但无明显致死现象，无法求出 LC50。 
在世代实验中，C60缩短日本虎斑猛水蚤无节幼虫阶段、桡足幼体阶段发育时间，缩短半
数成体、雌体半数抱卵时间。C60对桡足幼体的影响大于无节幼虫和成体；随着浓度的增大，
无节幼虫死亡率、桡足幼体死亡率、整体死亡率均呈下降趋势。随着浓度的增大，性别比（雌
性/雄性）减小，说明在日本虎斑猛水蚤发育过程中，C60对雌性个体的影响远大于雄性，即
雌性个体的敏感度更高。以头胸部长代替体长，发现 C60有促进个体增大的作用；雄性略小
于雌性。实验前两周，C60有促进日本虎斑猛水蚤孵化、抱卵及产粪粒数的作用，随着暴露时
间的进一步延长，则表现为显著抑制。 
与 F0代相比，C60对 F1代日本虎斑猛水蚤的效果更显著。 
关键字：C60；单胞藻；遮光效应；日本虎斑猛水蚤 
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Abstract 
With the development of nanotechnology, C60 is widely produced and applied as the most 
typical nanomaterials. It will be released and converged in the aqueous environment through 
industrial waste gases, wastewater and residues. Eventually, C60 will make adverse effects on 
aquatic organism. On the basis of C60 solution preparation, we explored the toxicity of C60 on six 
unicellular algae and shading effect. Of six traits across two generations, namely development time, 
mortality, length of cephalothorax, sex ratio (female/male), fecundity and fecal pellet production, 
we explored the effects of C60 on the growth, development and fecundity of Tigriopus japonicas. 
To provide scientific basis for the toxicity mechanism of C60 and risk assessment of nanomaterials 
to aquatic environment. 
The main results were as follows: 
1) Preparation of C60 solution 
C60 solution was prepared by toluene solvent-exchange method and its concentration was 
found to be 11.17 mg/L, measured by spectrophotometric method. A yellow and visually clear 
solution formed and was apparently stable on storage. Nano-C60 particles were spheroidal and 
sexangular and uniformly dispersed in water, within the range of nanoparticles. Checked by gas 
chromatography, the amount of residual toluene was less than the limit value in “Standard of Surface 
Water Environment Quality”.  
2) Toxicity effects of C60 on six unicellular algae 
C60 exerted a strong inhibition on algal growth and inhibitory effects were dose-dependent. 
The 24h, 48h, 72h and 96h EC50 of C60 on Skeletonema costatum were respectively 8.19、13.57、
8.62、8.13 mg/L, while Pseudo-nitzschia pungens were 2.13、1.98、1.56、1.47 mg/L, Prorocentrum 
micans were 2.18、2.02、1.95、1.70 mg/L, Akashiwo sanguineais were 1.38、1.67、1.93、1.93 
mg/L, Isochrysis galbana were 8.78、4.74、3.48、3.27 mg/L and Chlorella sp. were 6.76、10.48、
10.26、9.50 mg/L. 
According to EC50, six unicellular algae were divided into two types, sensitive species and low 
sensitive species. The former consisted of Prorocentrum micans, Akashiwo sanguineais and 
Pseudo-nitzschia pungens, in which Prorocentrum micans and Akashiwo sanguineais had a smaller 
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growth rate than low sensitive species while Pseudo-nitzschia pungens was apparently more 
sensitive than Skeletonema costatum because of its special connection type. 
3) Shading effects on two unicellular alage 
C60 solution also exerted inhibition on algal growth through reducing available light (shading 
effect) and was also dose-dependent. The inhabitation rates of shading effects on two unicellular 
algae increased with increasing concertration. But as time went on, the inhabitation rate of shading 
effect on Akashiwo sanguineais increased slowly while Isochrysis galbana reduced significantly. 
The inhabitation rate of shading effect on Akashiwo sanguineais was 19.34% at 96h, 4.4 mg/L, 
while 11.36% on Isochrysis galbana at 24h, 4.4 mg/L. In general, Akashiwo sanguineais was more 
sensitive to shading effect.  
The contribution rate of shading effect on C60 toxicity to unicellular algae was similar to the 
inhabitation rate of shading effect. Shading effect contributed approximately 20.14% of growth 
inhibition to Akashiwo sanguineais at 96h, 4.4 mg/L, while 44.70% to Isochrysis galbana at 24h, 
4.4 mg/L. 
Overall, shading effect was affected by the phototaxis, size, growth rate and chlorophyll 
content of algae. 
4) Toxicity effects of C60 on T. japonicas 
In 96h acute toxicity test, the concentration was not enough to get the LC50. Nano-C60 particles 
adhered to the surface of nauplii, making adverse effects on the movement and molting. But it didn’t 
reach the lethal doze. 
In two-generation toxicity test, shorten of development time was observed, which included the 
length of the nauplius stage, copepodite stage, half of the individuals reached adult and half of the 
female developed egg sacs. Copepodite was more sensitive to C60 than nauplii and the adults, whose 
mortality was remarkedly decreased as concentration increased. Opposite to sex ratio (female/male), 
the length of cephalothorax increased as concertration increased, implying that in the development 
of T. japonicas, the female was more sensitive to C60 and body size would enlarge as the exposure 
time and concentration increased. The female was slightly bigger than the male. Fecundity and fecal 
pellet production would increased in the first two weeks and fall remarkedly in the third week. 
Overall, toxicity effects of C60 on F1 generation were more notable than F0 generation. 
Keywords: C60; unicellular algae; shading effect; Tigriopus japonicus
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
第一章 绪论 
1 
第一章 绪论 
1.1 纳米材料与纳米颗粒 
纳米科技（nanotechnology）将引发一场新的革命（曹新等，2001；白春礼，2001），
纳米科技发展的基础正是纳米材料(NM，nanomaterial)的生产与应用。不同国际组织、不同
政府对纳米材料的定义不同，按照 ASTM（American Society for Testing and Materials，
美国材料与试验学会）和 BSI（British Standards Institution，英国标准学会）的定义：
纳米材料为至少有一维处在纳米尺度范围（1～100 nm）的材料；纳米颗粒（NPs， 
nanoparticles）为至少有二维处在纳米尺度范围的材料。纳米颗粒物与大颗粒晶体物质性
质明显不同，包括表面效应、小尺寸效应、宏观量子隧道效应等（张立德等，2001；张莉芹
等，2003）在内的纳米效应赋予了纳米材料全新的理化性能，使得纳米材料在化工、医疗、
电子、航空、军事等领域被广泛的研究与应用。在日常生活的应用中，纳米材料也表现出极
大的优越性，在运输产品、消费产品、保健用品、农业和能源等方面均有应用（Raviraja et 
al., 2007）。 
1.2 天然纳米颗粒与人工纳米颗粒 
按照来源，纳米颗粒物可以分为两大类：一类是天然纳米颗粒（natural nanoparticles），
一类是人工纳米颗粒（anthropogenic nanoparticles）。 
天然纳米颗粒指在长期进化过程中，生物体通过自然选择留下的，或是在地球特定条件
下，产生的理化性能极好的材料。许多自然作用都会产生纳米颗粒，如火山爆发、森林火灾、
风化侵蚀等。沙尘暴是大气中纳米颗粒的重要来源，其所产生的颗粒粒径从几百纳米到几微
米不等（Buzea et al., 2007）。一部分天然纳米颗粒（比如生物磁铁矿）存在于生物体内
（陶贤继，2010）。 
人工纳米材料指工业化合成，并加以修饰的材料，主要包括纳米金属氧化物（ZnO、CuO、
TiO2等）、纳米重金属（Ag、Cu等）、碳纳米材料（C60、C60衍生物、碳纳米管、石墨烯等）等
等。与天然纳米材料不同，人工纳米材料具有纯度高、分散性单一、形态结构稳定、化工特
性精确等特征，使得人工纳米材料被广泛使用。 
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1.3 C60的结构、性质与应用 
1.3.1 C60的结构 
富勒烯（fullerene）是除石墨、金刚石以外，碳单质的第三种同素异形体，自然界存
在很多富勒烯分子，它们具有不同的碳原子数目，都具有笼状结构（Kroto et al., 1991）。
C60为富勒烯分子的典型代表；也是第一种人工纳米材料，被誉为“21 世纪材料的先驱”，
其结构如图 1.1。1985 年，Kroto教授首次发现 C60（Kroto et al., 1985），受美国建筑师
的启示，大胆假设，提出 C60分子由 60个碳原子构成，呈稳定笼状结构，又名足球烯。由 32
个面和 60个顶点组成，具有 20个正六边形和 12个正五边形，直径约为 0.71 nm。结构高
度对称，五边形只与六边形相连，两两不相连。每一个碳原子与周边的三个碳原子结合，都
有两个单键与一个双键，其中六边形中单、双键交替分布，五边形中只有单键。共轭体系使
得 C60兼有供电子、受电子的能力，可以发生氢化反应、氧化还原反应、羟基化反应、络合
反应、周环反应等一系列化学反应（Hauler et al., 1990）。 
 
 
图 1.1 C60的化学构架（引自 Kroto et al., 1991） 
Fig.1.1 Chemical structure of C60 (from Kroto et al., 1991) 
 
目前，C60 的制备方法有苯火焰燃烧法（Gerhardt et al., 1987）、激光蒸发石墨法
（Campbell et al., 1990；Wakabayashi et al., 1997）、电阻加热法（Tyalor et al., 
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1990）、石墨电弧放电法（Parker et al., 1991）、真空热解法（Scott et al., 1996）、热
等离子体法（Yoshie et al., 1992）、微波法（Xie et al., 1999）、有机合成法（Scott 
et al., 2002）等。 
1.3.2 C60的性质 
C60为非极性分子，在不同的溶剂中，溶解度也不一样：C60在甲苯、蒸馏辛醇、丙烯腈、
四氢呋喃、甲醇中的溶解度分别为 3000、39、14、11、0.04、0.027 mg/L（Kulkarni et al., 
2008）。同时，不同溶剂中，C60的特征吸收峰也不同，如图 1.2。 
 
 
图 1.2 C60在不同溶剂中的特征吸收峰（引自 Fortner et al., 2005） 
Fig.1.2 Absorbance of C60 in various solutions (from Fortner et al., 2005) 
 
由图可知，C60在甲苯中的特征吸收峰位于 335 nm左右。 
C60在水中的溶解度小于 10
-9 mg/L，几乎不溶于水（Heymann et al., 1996）。而生命活
动几乎都发生在水环境中，这大大限制了其应用。 
C60的热稳定性良好，加热至 200 ℃条件下，可形成 C-O化合物，在 400～500 ℃条件
下，构架发生解体（Taylor et al., 1993）。因此，在汽车尾气、炉灶燃烧等过程中，均可
产生 C60。（Murr et al., 2006） 
1.3.3 C60的应用  
近几十年来，C60 被广泛研究及应用。与碳粉相比，C60 的粒径更小、活性更高，可代替
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